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Wednesday, October 11, 2017  2:42 PM 

Who’s in Lab: 
 
Just met up with Tyler because the sequencing results are somewhat incomplete.  
The LC1853 (DNA Ligase) and LC1539 (DNA polymerase) were sent to the UIUC Core sequencing Facility
on 10/4/17. 
 
While the results do indicate that the something similar to our inserts are both in our JOE vector
plasmid, we cannot be sure until we get the entire sequence verified. We have issues with the endings of
the sequence. While the endings of a sequence are never guaranteed a good seqeuncing read because
the process of sequencign the DNA, our fault was that we used primers designed specifically to the
genes themselves as opposed to primers that were designed for the vector JOE.  
 
We need to send in results with REV and FOR primers for JOE (we already have these in the –20F freezer
) to have sequecning begin updtream of our gene of interest.  
 
FOR LC 1853,  
 
We are missing DNA seqwuencing data for the middle of the gene. Hence we need to design FOR and
REV primers for the middle of the gene to get sequence for that. 
 
LC1539 (DNA Ligase): 
 
The middle part of the sequence is known and the linker SSB protein DNA (Sulfolobus solfataricus)
had 100% identicalness when we blasted the translated PROTEIN sequence of the nucleotide
returned from UIUC core with the protein sequence we had found. 
 
The DNA polymerase sequence itself had 96% identicalness with the sequence we had found 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_011011325.1 
 
 
 
 
 
LC1853: 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_011011325.1
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Reverse LC1853 primer sequence read nucleotide blast results: 
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What's next: 
 
‐‐Get lysozyme  
‐‐Do we have dNTPs? 
‐‐Dp we have DTT chemical? 
‐‐Do we have the PEG polymer buffer? 
‐‐We used a Taq Q5 polymerase, so our PCR should have been good, This gives us some confidence in our
contructs. 
 
‐‐We will use freeze and thaw method to lyse cells 

‐‐liquid nitrogen?? 
‐‐Otherwise it's dry ice with isopropanol 

‐‐We will do colony PCRs to verify our results and we will also do sequencing... 
 
‐‐We need to design PRIMERS!!!! 
 
‐‐Use as checklist for what materials we need: 
https://www.researchgate.net/post/Does_someone_have_a_protocol_for_home_made_Gibson_assem
bly_master_mix 
http://miller‐lab.net/MillerLab/protocols/molecular‐biology‐and‐cloning/gibson‐assembly/ 
 
 

• ‐send Short logo 
• ‐Who's coming to Genome Day, by MOnday 
• 1‐5pm on Nov 4th,2017  

Send Sigma Aldrich order 
 
 

https://www.researchgate.net/post/Does_someone_have_a_protocol_for_home_made_Gibson_assembly_master_mix
http://miller-lab.net/MillerLab/protocols/molecular-biology-and-cloning/gibson-assembly/

